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Cytosine‐rich  strands are known  to  form  complex  structures  called  i‐motif. This  structure  is  composed by 
two  duplexes  intercalated  in  an  antiparallel  way,  i.e.,  is  the  only  DNA  structure  where  base  pairs  are 




[1]. Owing  to  its  specific  self‐recognition  and  susceptibility  to  pH  variation,  i‐motif  structures  have  been 
utilized as building components for fabricating molecular devices [2, 3]. 
In vivo, cytosine‐rich  regions coexist with  the complementary guanine‐rich  region.  It has been shown  that 
guanine‐rich  sequences can also  form a complex  structure called G‐quadruplex, which  is  stabilized by  the 
formation of hydrogen bonds among four planar guanines [4].  In spite of the high stability of the Watson‐
Crick  duplex,  G‐quadruplex  seems  to  be  stable  at  physiological  pH  when  appropriate  conditions  are 
established. Accordingly,  the  complementary  cytosine‐rich  region  could be  involved  in  the  formation of  i‐
motif  structures  in  similar  conditions.  In  this  context,  i‐motif  structures  have  been  proposed  in  several 
cytosine‐rich sequences corresponding to the oncogenes RET [5], c‐myc [6, 7], bcl‐2 [8], Rb [9] or c‐jun [10]. 
In  addition,  human  telomere DNA  is  composed  of multiple  repeats  of  5’‐TTAGGG  on  one  strand  and  5’‐
CCCTAA on the other. The guanine‐rich strand  is  longer and has a single‐strand overhang of approximately 
100‐150 base pairs, allowing the formation of a G‐quadruplex secondary structure. Except for this short 3’‐
end  guanine‐rich  overhang,  all  chromosomal  DNAs  potentially  capable  of  forming  G‐quadruplexes  are 





of  several proteins  that bind  specifically  to  cytosine  to DNA  sequences  containing  four  cytosine‐stretches 
with at least three cytidines [15‐18]. Because of this, along with human telomeric G‐quadruplex DNA, i‐motif 
has  also  been  postulated  as  an  attractive  drug  target  for  cancer  treatment  and  for modulation  of  gene 
transcription [19]. 









To  our  knowledge,  however,  no  attempt  has  been made  to  study  from  an  analytical  point  of  view  the 
solution  equilibria  of  the  24‐bases  long  sequence  and  of  the  related  sequence  5’‐(CCCTTT)4‐3’  [28].  In 
addition,  there  is  only  a  single  work  dealing  with  the  interaction  of  a  sequence  based  on  the  human 




TMPyP4  with  the  different  structures.  All  experiments  were  monitored  by  means  of  spectroscopic 









Material and methods 
Reagents 
DNA  sequences C3TT2  (5’‐(CCC  TTT)4‐3’), C3TA2  (5’‐(CCC  TAA)4  ‐3’)  and  T24  (5’‐T24  ‐3’) were prepared  as 
described elsewhere [8]. DNA strand concentration was determined by absorbance measurements (260 nm) 
using calculated extinction coefficients and the nearest‐neighbor method [31]. Before any experiment, DNA 







1500  or  3000  μl  volume)  were  used.  CD  spectra  were  recorded  on  a  Jasco  J‐810  spectropolarimeter 
equipped with a Julabo F‐25/HD temperature control unit. Hellma quartz cells (10 mm path length, 3000 μl 













TMPyP4  solution or  vice  versa.  In  the  first  case,  experiments were monitored with molecular  absorption 










all  the nc  spectroscopically‐active  species considered  throughout an experiment. The distribution diagram 
provides  information about  the stoichiometry and stability of  the considered species  (in case of acid‐base 
and mole‐ratio experiments), and about thermodynamics  in case of the melting processes.  In addition, the 
shape  and  intensity  of  the  pure  spectra may  provide  qualitative  information  about  the  structure  of  the 
considered species. 
With  this  goal  in mind,  the  data matrix D  is  decomposed  according  to  the  Beer‐Lambert‐Bouer’s  law  in 
matrix form: 








different  acid‐base  species  from  the  neutral  species,  together with  approximate  values  for  the  stability 
constants, like the following: 
DNA + pH+ ↔ DNA∙Hp      Beta1p= [DNA∙Hp] / [DNA] [H
+]p      (2) 
In  this  equation,  the  parameter  p  is  related  to  the  Hill’s  coefficient  and  describes  qualitatively  the 





DNA + qL ↔ DNA∙Lq      Beta1q= [DNA∙Lq] / [DNA] [L]
q      (3) 
For melting experiments,  the physico‐chemical model  is related  to  the  thermodynamics of DNA unfolding. 
Hence,  for  the  unfolding  of  intramolecular  structures  such  as  those  studied  in  this  work,  the  chemical 
equation and the corresponding equilibrium constant may be written as: 
DNA folded + heat ↔ DNA unfolded   Kunfolding = [DNA unfolded] / [DNA folded]    (4) 
For melting experiments,  the  concentration of  the  folded and unfolded  forms  is  temperature‐dependent. 
Accordingly, the equilibrium constant depends on temperature according to the van’t Hoff equation: 
ln K unfolding = ‐ ΔHvH / RT + ΔSvH / R              (5) 
Here it is assumed that ΔHvH and ΔSvH will not change throughout the range of temperatures studied in this 
work. 
Whenever a physico‐chemical model  is applied,  the distribution diagram  in C  fulfills  the proposed model. 
Accordingly, the proposed values for the equilibrium constants and the shape of the pure spectra  in ST are 
refined to explain satisfactorily data in D, whereas residuals in E are minimized. 
The  application  of  hard‐modeling methods  (i.e.,  those  based  on  the  fulfillment  of  a  previously  proposed 
model)  has  advantages  and  drawbacks.  Hence,  not  only  the  calculated  distribution  diagrams  and  pure 
spectra  are  more  robust  in  relation  to  the  experimental  noise,  but  also  reliable  values  for  the 
thermodynamic parameters (stability constants, ΔHvH, ΔSvH) may be calculated. In addition, mixtures of two 
or more  species may be  resolved with  an  acceptable  incertitude when  the  stability  constants have been 
calculated unambiguously. The main drawback, however, is the compulsory proposal of a model. Very often, 
it is difficult to ascertain the more appropriate model to explain a given process, and the chemical intuition 
must replace, hopefully, this  incertitude. On the other hand, data  in matrix D may  include variance due to 









be easily proposed.  Its main drawback  is, probably,  the  inability  to  resolve complex mixtures without  the 
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help  of more  complex  experimental  and  data  analysis  setups  (for  instance,  the  simultaneous  analysis  of 
several data matrices corresponding  to complementary experiments). Recently, several hybrid approaches 
which combine the advantages of hard‐ and soft‐modeling methods have been proposed. 
In  this  work,  hard‐modeling  analysis  of  acid‐base  and mole‐ratio  experiments  has  been  done  with  the 
EQUISPEC program  [32]. Hard‐modeling of melting experiments has been done with a modified version of 











base pairs  [28]. Only  thymine bases are present at  the  loops. Because of  the high pKa value of  thymidine 





and  hard‐modeling methods  named MCR‐ALS  and  Equispec,  respectively.  Detailed  descriptions  of  these 
analyses were  given previously  [8, 29, 33].  Figure 1  shows  the  results obtained with  Equispec, being  the 
results  obtained  with  MCR‐ALS  similar  to  these.  Three  spectroscopically‐active  acid‐base  species  were 
enough  to  explain  the measured  spectroscopic  data within  the  experimental  incertitude.  Increasing  the 
number of species did not improve significantly the data fit (Supplementary Material). 
According to the resolved distribution diagrams (matrix C) and pure spectra (matrix S), these three acid‐base 
species were explained as  follows. The major  species  in neutral  solutions has been  related  to an partially 
stacked strand, probably left‐handed [36], where cytosine bases are neutral (i.e., deprotonated at N3 [35]). 
Upon acidification, this conformation evolves to an  i‐motif structure which  is the major species throughout 
the pH  range 6.0 – 4.5, approximately. The presence of an  i‐motif  structure  is well characterized by a CD 
spectrum  showing  characteristic  positive  and  negative  bands  centered  at  285  and  265  nm,  respectively 
(Figure 1c), being the intensity of the first one twice of the second. The acid‐base model which best fits the 




an  acid‐base  species where  all  cytosine  bases  are  protonated  at  N3.  The  transition  between  these  two 










analysis  are  shown  and  explained  in  detail  in  Supplementary Material.  Figure  2  shows  the  distribution 
diagram (matrix C) and pure spectra (matrix S) resolved for the three proposed conformations. The species 
present  at  the  beginning  of  the melting  (Figure  2a)  has  been  assigned  to  the  initial mixture  (where  the 
intramolecular  i‐motif  is  the major  conformation at  this pH) which melts with a Tm around 23
oC  to yield, 








experiment  carried  out  at  pH  6.0  (10mM  cacodylate,  0.1  M  NaCl)  [28].  The  authors  proposed  an 
intramolecular  folding, characterized by Tm, ΔH and ΔS equal  to 45oC,  ‐72 kcal∙mol‐1 and  ‐226 cal∙K‐1∙mol‐1, 
respectively. 
Table 3 summarizes the ΔH, ΔS, and the ΔG value at 37oC values, as well as Tm values determined from the 
resolved distribution diagram  for  the  transitions  involving unfolding of  the  i‐motif. The dependence of Tm 
values with  pH  (Figure  3)  is  that  expected  for  i‐motif  structures,  i.e.,  their  stabilities  are  enhanced upon 
protonation. The low stability of the i‐motif formed by C3TT2 at pH near 7 explains why at 25oC practically all 
C3TT2  is unfolded, as reflected  in the resolved acid‐base diagram. The dependence of Tm values with DNA 
concentration  has  been  studied  at  pH  6.1  and  4.7.  In  both  cases,  the  determined  Tm  values  remained 




The study of  the acid‐base equilibria of C3TA2 provided different  results  to  those observed previously  for 
C3TT2. Hence,  the model which  best  fitted  the  data  comprised  up  to  four  acid‐base  species  (i.e.,  three 
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transitions), one more  than  in  the  case of C3TT2  (Table 1 and Figure 4). The CD  spectrum of  the neutral 
species show negative and positive bands of similar intensity and centered at 250 and 275 nm, respectively. 
This spectrum  is clearly different  to  that observed  for C3TT2, and very similar  to  that of 5’‐T24‐3’ which  is 
known to adopt a right handed helical structure (Supplementary Material) [35]. The first transition, which is 
related to  the  folding of  i‐motif  from this neutral species,  is cooperative  (Hill’s coefficient equal to 3). The 
third transition is less cooperative than the first one (Hill’s coefficient equal to 2) and is clearly related to the 




structures  is  due  probably  to  the  protonation  of  a  few  bases.  It  should  be  noted  the  slight  shift  of  the 
negative CD  band  in  relation  to  the  same band  in  C3TT2, which points out  to  a  slightly different  i‐motif 
conformation.  Finally,  the  transition  between  these  two  acid‐base  species  is  strongly  cooperative  (Hill’s 
coefficient equal  to 3). Taken  together all  these evidences,  the second  transition has been attributed  to a 
conformational change between two highly ordered structures (i‐motif I and i ‐motif II). 









in  presence  of  TMPyP4  were  recorded  (Supplementary  Material).  In  all  cases,  the  structure  of  the 
oligonucleotide did not show any significant modification upon binding,  if any.  In order to know the exact 
extent of ligand binding mole‐ratio experiments monitored by molecular absorption spectroscopy at several 
pH  values were  carried  out.  Table  3  summarizes  the  results  obtained.  As  example,  Figure  5  shows  the 
calculated  distribution  diagrams  and  pure  spectra  for  the  proposed  species  involving  C3TA2  and  C3TT2 
sequences at pH 5.2. 




sequence 5’‐T24‐3’, which also produces  single‐stranded helical  structures, provide  similar  results  (stability 
constant = 1012.4 M‐1).  
At pH 5.2 and 4.0, the experimental CD spectra of C3TT2 and C3TA2 did not show any dramatic modification 
upon  addition of drug,  a  fact which  reflects  the overall maintenance of  the  initial  i‐motif  structure upon 
binding. In contrast, mole‐ratio experiments provided slightly different mode of binding for both sequences 




(free TMPyP4, C3TA2 and 1:1  interaction  complex). The  shift of  the Soret band, as well as  the  calculated 








The  cytosine‐strand of  the human  telomere  5’‐(C3TA2)4‐3’  (C3TA2)  contains  four  tracts of  three  cytosines 
which may yield the formation of an  intramolecular  i‐motif structure  in slightly acid solutions. Much effort 
has been done in the elucidation of the spatial structure of the i‐motif formed by this sequence [21, 22, 24, 
37], as well as those formed by truncated DNA sequences based on C3TA2. In our opinion, there is still a lack 








would  have  been  very  difficult  to  discern  the  existence  of  these  two  species  from  the measurement  of 
absorbance values at just one or two wavelengths. Two additional evidences may support our hypothesis of 
two acid‐base species formed by C3TA2. First, the plot of Tm vs. pH for C3TA2 and C3TT2 sequences (Figure 
3)  reveals  a  different  stability  of  both  sequences  in  the  pH  range  of  existence  of  i‐motif  I  (6.5  –  4.8, 
approximately)  .  A  previous  work  dealing  with  the  sequence  5’‐TCCTCCTTTTCCTCCT‐3’  [28],  lacking  of 
adenine bases, showed a dependence of Tm with pH similar to that observed here for C3TT2. Secondly, the 
NMR study of a natural fragment of the human centromeric satellite III, 5’‐CCATTCCATTCCTTTCC‐3’, showed 
that  it  forms  two monomeric  i‐motif  structures  that  differ  in  their  intercalation  topology  and  that  are 





It  is  clear  from  the  present  study  and  from  previous works  that  the  presence  of  adenine  bases  at  the 
potential  loops  affects  the  stability  of  i‐motif  structure,  as  already  observed  for  several  topologies  of G‐







formation  of  a  three‐base  hydrogen‐bonding  network,  in which  two  adenines  and  a  thymine  form  four 
hydrogen bonds via a reverse Hoogsteen and an asymmetric adenine‐adenine base pairing [41]. 
Recently, Kaushik et al. studied the 24‐bases long 5’‐(C3TA2) 4‐3’ sequence [25], as well as several truncated 
9‐ and 12‐bases  long [27]. Their results showed that the 24‐bases  long sequence may form both  intra and 
intermolecular  i‐motifs depending on the experimental conditions. At the high concentrations used  in DSC 
experiments,  intermolecular  folding was  preferred  over  intramolecular  one  at  pH  4.8.  In  general,  the  Tm 




dealing with very  similar  sequences also observed  intramolecular  folding  in  the presence of  salts  like KCl, 
NaCl  or  LiCl  [21,  42].  Because  of  this,  it  seems  that  the  presence  of  salts may  influence  the  inter‐  or 
intramolecular nature of folding of these cytosine‐rich DNA sequences. 
The  presence  of  additional  protonated  bases  in  the  i‐motif  formed  by  C3TA2  could  explain  why  its 
interaction  with  TMPyP4  differed  from  that  for  C3TT2.  Whereas  only  one  1:1  spectroscopically  active 
complex was proposed  for  the  system C3TA2:TMPyP4,  two 1:1 and 1:2  complexes were detected  for  the 
system C3TT2:TMPyP4. To our knowledge,  there  is only one previous  study of  the  interaction of TMPyP4 
with  an  i‐motif whose  sequence  resembles  that  of  the  human  telomere  (5‐AACCCC‐3, which  forms  a 
tetraplex i‐motif [11]). TMPyP4 was found to promote the formation of the i‐motif structure, binding to the 
























Figures and tables 
Table 1. Parameters calculated for the acid‐base transitions using the hard‐modeling program Equispec.  
Table  2.  Thermodynamic  parameters  calculated  from  melting  experiments.  Experiments  carried  out  in 
phosphate or acetate buffers. Tm values are given  in 
oC. ΔH and ΔG values  (at 37oC) are given  in kcal∙mol‐1. ΔS  is 
given in cal∙K‐1∙mol‐1.  
Table 3. Proposed models for the interaction of TMPyP4 with the considered sequences. Δλ (nm) refers to 












C3TA2  simultaneously  monitored  by  molecular  absorption  and  circular  dichroism  spectroscopies.  (a) 
Distribution diagram; (b) pure molecular absorption spectra; (c) pure CD spectra. Solid line: neutral species; 
dotted  line:  i‐motif  I;  dashed  line:  i‐motif  II;  dash‐dotted  line:  random  coil.  CC3TA2  =  3.7  μM.  Other 
experimental conditions as detailed in the text. 
Figure 5.  Interaction of TMPyP4 with C3TA2 and C3TT2 at pH 5.2. Mole‐ratio experiment monitored with 











Table 1. Parameters calculated  for  the acid‐base  transitions using  the hard‐modeling program Equispec. 
Experiments done at 25oC and 150 mM KCl. Standard deviation values are shown between parentheses. 
 
Transition  from  neutral  species  to  i‐
motif structure 
Transition  from  i‐motif  I  to  i‐motif 
II 
Transition  from  i‐motif  to  random 
coil 
Sequence 
p  log stability constant  p  log stability constant  p  log stability constant 
C3TT2  3  20.2(0.1)  ‐‐‐  ‐‐‐  3  10.9(0.1) 











    pH 4.0        pH 4.8        pH 5.3        pH 6.1        pH 6.6     
 
Tm  ΔH  ΔS  ΔG  Tm  ΔH  ΔS  ΔG  Tm  ΔH  ΔS  ΔG  Tm  ΔH  ΔS  ΔG  Tm  ΔH  ΔS  ΔG 
C3TT2  61  62.8  187.9  ‐4.5  60  63.4  190.2  ‐4.4  52  65.9  202.8  ‐3.0  41  63.2  201.3  ‐1.0  23  65.7  221.8  3.1 






Table  3.  Proposed models  for  the  interaction  of  TMPyP4 with  the  considered  sequences.  Δλ values  refer  to  the 
spectral  shifts measured  between  the  Soret  band  corresponding  to  free  TMPyP4  and  those  corresponding  to  the 
calculated spectra for the interaction complexes. The values for log beta(11) and log beta(12) refer to the logarithm of 
the overall stability constant for the 1:1 and 1:2 DNA:TMPyP4 interaction complexes, respectively. Experiments carried 
out  at 25oC, phosphate  (pH 7.0) or  acetate  (pH 5.0) buffer, 150 mM KCl. The maximum of  the  Soret band  for  free 
TMPyP4 is 422 nm (25oC, pH 7). 
 
DNA    pH 4.0    pH 5.2    pH 7.0 

















(b) pure molecular absorption spectra;  (c) pure CD spectra. Solid  line: neutral species; dotted  line:  i‐motif; 
dash‐dotted line: random coil. Experimental conditions: 25oC, 150 mM KCl, CC3TT2 = 1.8 μM.  
 




































































melting  experiment  of  C3TT2  at  pH  6.6.  (a)  Resolved  distribution  diagram,  (b)  Resolved  pure  spectra. 
Experimental conditions: 20 mM phosphate buffer, 150 mM KCl,CC3TT2= 5.3 μM. 
 




















































C3TA2  simultaneously  monitored  by  molecular  absorption  and  circular  dichroism  spectroscopies.  (a) 
Distribution diagram; (b) pure molecular absorption spectra; (c) pure CD spectra. Solid line: neutral species; 
dotted  line:  i‐motif  I; dashed  line:  i‐motif  II; dash‐dotted  line:  random coil. Experimental conditions: 25oC, 
150 mM KCl,CC3TA2 = 3.7 μM. 
 




































































































































































1.  Solution  equilibria  and  Chemometrics  group  (Associate  Unit  UB‐CSIC),  Department  of  Analytical 
Chemistry, University of Barcelona, Diagonal 647, E‐08028 Barcelona, Spain 













































1.2.  Fits  obtained  after  analysis  of  absorbance  data  recorded  along  the  acid‐base  titration  of  C3TT2  for 
different number of components (nc). ssq refers to the sum of squares of residuals. 
nc  Fit at 260 nm  Fit at 295 nm  ssq 
2 



















































































































































In  this particular  case,  absorbance data were  recorded  stepwise  throughout  the  temperature  range 16 – 
55oC, every 1oC. The traces at 295 (blue line) and 260 (green line) nm are studied (inset). The trace at 295 nm 
shows a clear hypochromism which may be related to the unfolding of i‐motif structure (Mergny and Lacroix, 
Oligonucleotides  2003,  13,  515).  The  monophasic  transitions  correspond  to  the  presence  of  a  single 
structural species in solution. 














































































Hoff equation. By  this way, most of  the  incertitude associated  to  the  results obtained with  soft‐modeling 
methods  can  be  removed.  Moreover,  estimates  of  thermodynamic  parameters  and  of  the  melting 
temperature  are  obtained.  The  uncertainty  associated  with  the  thermodynamic  values  is  ±  5‐10  %, 
27 
 
depending on  the  level of noise of original data and of  the degree of overlap among conformations. This 
uncertainty level was calculated from the analysis of previously simulated unfolding transitions. 
Next  table  shows  the  fits obtained when one or  two  transitions  (i.e.,  two or  three components, nc) were 
considered. The best fit (given as sum of squares of residuals, ssqFit) was obtained when two transitions (i.e., 







model of species. The presence of a higher number of conformations was  rejected because  the  lack of  fit 
obtained was below the experimental incertitude of the measurement. 








































2  Intramolecular structure ? random coil  356.3  1205.8  22.3        0.0711 
3  Intramolecular  structure  ?  intramolecular 
structure ? random coil 



































3.2.  Fits  obtained  after  analysis  of  absorbance  data  recorded  along  the  acid‐base  titration  of  C3TA2  for 
different number of components (nc). 
 
nc  Fit at 260 nm  Fit at 295 nm  ssq 
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2.6  μM,  ratio  CTMPyP4:CC3TT2  =  3.5;  (b)  CC3TT2  =  1.9  μM,  ratio  CTMPyP4:CC3TT2  =  1.6;  (c)  CC3TA2  =  3.0  μM,  ratio 
CTMPyP4:CC3TA2 = 3.5; (d) CC3TA2 = 2.8 μM, ratio CTMPyP4:CC3TA2 = 2.0; (3) CC3TA2 = 4.7 μM, ratio CTMPyP4:CC3TA2 = 2.0. 
Other experimental conditions: 25oC, 10 mM acetate or phosphate buffer, 150 mM KCl. 



























































































































































































































































































































Distribution diagrams  (calculated according  to  the  values of equilibrium  constants  shown  in Table 3) and 
pure molecular absorption spectra for C3TT2 (1st row) and C3TA2 (2nd row). 
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